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BEVEZETÉS 
Az élő sejt zavartalan működéséhez nélkülözhetetlen az ép, sérülésmentes örökítő 
anyag. Ugyanakkor belső (endogén) és külső (exogén) tényezők hatására számos DNS-hiba 
keletkezhet, melyeknek köszönhetően sérülhet a DNS-szálak kölcsönhatása, torzulhat a DNS 
szerkezete. Sokszor – a hibajavító folyamatok hatékony működése ellenére is – a károsodás a 
DNS-ben marad, mely a replikáció megakadásához vezethet. Az ennek következtében 
összeomló replikációs villa kettősszálú DNS-törést (double strand break, DSB) okozhat, mely 
a sejtciklus leállását és a genom instabilitását idézi elő (Cortez, 2015). A DNS-hibaelkerülő 
útvonalak lehetővé teszik, hogy a DNS-károsodás ellenére a replikáció továbbhaladjon, 
megakadályozva a DSB kialakulását, ezzel megőrizve a genom integritását. Ezek a 
folyamatok azonban nem minden esetben hibamentesek, mutációkat eredményezhetnek és 
betegségek kialakulásához is vezethetnek. Éppen ezért, a sejtproliferáció és a genomstabilitás 
egyensúlyának fenntartása érdekében létfontosságú a DNS-hibaelkerülő útvonalak precíz 
szabályozása, mely fehérjék sokaságának összehangolt működése által valósul meg. Három 
összetett folyamatot különböztetünk meg: a transzléziós szintézist (translesion synthesis, 
TLS), a templátváltást (template switching, TSw) és a homológ rekombinációt (homologous 
recombination, HR).  
A DNS-hibaelkerülő folyamatok egyik kulcsfontosságú résztvevője a replikációhoz 
nélkülözhetetlen PCNA (proliferating cell nuclear antigen), mely poszttranszlációs 
módosulása révén tölti be szabályozó szerepét. A fehérje 164. pozíciójú lizin oldallánca 
ubikvitilációs és szumoilációs hely (Chen et al., 2011). A K164 pozícióban monoubikvitilált 
PCNA a TLS-t, míg a poliubikvitilált PCNA a TSw-t aktiválja. Míg a monoubikvitilált PCNA 
és annak funkciója széles körben és alaposan vizsgált élesztőktől humán sejtekig, addig a 
poliubikvitilált PCNA pontos szabályozó szerepe magasabb eukariótákban máig nem 
tisztázott. 
A DNS-hibaelkerülő útvonalak másik fontos eleme a BRCA1 (breast cancer type 1 
susceptibility protein), melynek feladata komplex. A homológia alapú DNS-hibajavító és 
hibaelkerülő útvonalak (pl. HR, TSw) egyik kulcsfontosságú enzime (Huen et al., 2010). A 
TLS-ben betöltött szerepe azonban az irodalmi adatok alapján ellentmondásos. Néhány 
kutatócsoport úgy gondolja, hogy a BRCA1 gátolja a TLS-t (Pathania et al., 2011; Xie et al., 
2010), mások szerint viszont hozzájárul a PCNA ubikvitilációjához, ezáltal a transzléziós 
polimerázok DNS-hibához toborzásához (Tian et al., 2013).  
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CÉLKITŰZÉSEK 
A DNS-hibaelkerülő útvonalak alaposabb feltérképezése hozzájárul a mutációk 
keletkezésének megértéséhez és a gyógyászatban alkalmazva lehetővé teheti a daganatok 
kialakulásához vezető káros mutációk elkerülését. Számos kemoterápiás szer DNS-hibák 
előidézése révén fejti ki hatását. A károsodások átírásában, ezáltal a rezisztencia 
kialakulásában többek között a DNS-hibaelkerülő útvonalak is részt vesznek (Salehan and 
Morse, 2013). A szabályozásuk megismerésével potenciálisan megelőzhetjük a kemoterápiás 
szerek elleni rezisztencia kialakulását.  
Doktori munkám során célul tűztem ki a poliubikvitilált PCNA, valamint a BRCA1 
DNS-hibaelkerülő folyamatokban betöltött szabályozó szerepének tisztázását izogenikus 
DT40 sejtvonal modell rendszer segítségével. 
Az alábbi kérdésekre kerestem a választ: 
• A PCNA poliubikvitilációja szükséges-e különféle DNS-károsító ágensek (UV, MMS, 
ciszplatin) hatására keletkező léziók átírásához? 
• A PCNA poszttranszlációs módosulása hogyan befolyásolja a spontán és az MMS 
által indukált mutagenezist? 
• A BRCA1 részt vesz-e a DNS-hibaelkerülő folyamatok szabályozásában? 
• Hogyan befolyásolja a BRCA1 a mutációs spektrumot? 
• A TLS polimerázok és a PCNA poszttranszlációs módosulásai hozzájárulnak-e a 
BRCA1 fenotípusához? 
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A KÍSÉRLETI MEGKÖZELÍTÉS ÉS A MODELL RENDSZER 
Kérdéseink megválaszolásához izogenikus DT40 csirke B limfocita sejtvonalakat 
használtunk, melyekben könnyű a megcélzott gének egyes szakaszainak eltávolítása, ezáltal 
az egész gén kiütése. A DT40 további előnye, hogy a génállománya stabil, ezért alkalmas 
rövid és hosszútávú genetikai vizsgálatokra. Munkám során a laboratóriumunkban korábban 
előállított mutáns sejtvonalakat használtam fel, valamint újakat hoztam létre.  
A mono- és poliubikvitilált PCNA hatásmechanizmusának vizsgálatához 
géntechnológiai módszerekkel különféle vad típusú és mutáns PCNA-ubikvitin fúziós 
konstrukciókat hoztam létre, melyeket stabilan, random integrációval juttattam a PCNAK164R 
sejtvonal genomjába. 
A BRCA1 szerepének vizsgálatához kettősmutáns sejtvonalakat hoztam létre (a TLS-
ben szerepet játszó fehérjék és a BRCA1 fehérje együttes mutációjával vagy hiányával), 
homológ rekombináción alapuló géncélzó technikával.  
ALKALMAZOTT MÓDSZEREK 
• Molekuláris klónozással állítottam elő a PCNA-ubikvitin fúziós konstrukciókat. 
• In vitro ubikvitilációs esszé segítségével vizsgáltam a PCNA-ubikvitin konstrukciók 
további ubikvitilációra való képességét. 
• Áramlási citometriával és Western blot technikával ellenőriztem a PCNA-ubikvitin 
konstrukciók kifejeződési szintjét. 
• Kolónia túlélési kísérlettel teszteltem a sejtvonalak különféle DNS-károsító szerekre 
való érzékenységét. 
• Lézió tartalmú ingázó plazmid esszével nyomon követtem egy szintetikusan előállított 
UV fototermék replikációját, különféle genetikai hátterű sejtvonalakban. 
• Kétdimenziós sejtciklus analízis segítségével vizsgáltam az UV hatására bekövetkező 
sejtciklus változást. 
• Immunfluoreszcens jelöléssel detektáltam a DSB és a replikációs villa megakadásának 
korai markerét, különféle genotípusú sejtvonalakban. 
• Teljes genom szekvenálással elemeztem az egyes sejtvonalak spontán és DNS-
károsító ágensek hatására kialakuló mutációs mintázatait.  
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ÚJ TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK (TÉZISEK)  
1. Új genetikai modell kifejlesztése a mono- és poliubikvitilált PCNA egyértelmű 
elkülönítésére és vizsgálatára. 
2. A PCNA poliubikvitilációja nem vesz részt az UV, az MMS és a ciszplatin hatására 
keletkező léziók átírásához DT40 sejtekben. 
3. A PCNA poszttranszlációs módosításainak hiánya (PCNAK164R) csökkenti a spontán 
mutagenezist.  
4. A monoubikvitilált PCNA által közvetített TLS hozzájárul az MMS léziók hibamentes 
átírásához. 
5. A homológia alapú templátváltás rekombinációs fehérjék (BRCA1, XRCC3) 
közreműködésével, a PCNA poliubikvitilációjától független úton valósul meg.  
6. A BRCA1 hiánya növeli a spontán és az MMS által indukált mutációk számát. 
7. A PCNA K164R mutációja, valamint a POLη hiánya a BRCA1 együttes hiányában 
nem csökkenti a spontán mutagenezist. A REV1 azonban részlegesen hozzájárul a 
BRCA1 hiányában bekövetkező magas mutációs ráta kialakulásához. 
ÖSSZEFOGLALÁS 
DT40 csirke B limfocita sejtvonalban PCNA-ubikvitin fúziós konstrukciók 
expressziójával egy olyan modell rendszert fejlesztettem ki, mellyel genetikailag elkülönítve 
tanulmányozhatóak a PCNA mono- és poliubikvitilált formája által közvetített DNS-
hibaelkerülő folyamatok. A rendszer segítségével igazoltam, hogy az UV, az MMS és a 
ciszplatin által okozott léziók átírásához a monoubikvitilált PCNA által aktivált TLS 
elegendő, a poliubikvitilált PCNA által közvetített TSw nem szükséges.  
Kimutattam, hogy a PCNAK164R mutáns csökkenti a spontán mutagenezist, vagyis a 
PCNA poszttranszlációs módosulása hozzájárul az endogén faktorok hatására kialakuló léziók 
hibás átírásához. Az MMS által indukált mutagenezis a PCNAK164R jelenlétében nő, a 
PCNAK164R-UbK63R konstrukció jelenlétében visszacsökken, tehát a monoubikvitilált PCNA 
által közvetített TLS hozzájárul az MMS által okozott léziók hibamentes elkerüléséhez. 
Eredményeim arra utalnak, hogy a homológia alapú templátváltás rekombinációs 
fehérjék (BRCA1, XRCC3) közreműködésével, a PCNA poliubikvitilációjától független úton 
történik. A BRCA1 hiányában – a homológia alapú folyamatok drasztikus csökkenésének 
köszönhetően – megnő a spontán és az MMS által indukált mutagenezis. A fenotípus mögött 
rejlő mechanizmus felderítéséhez a TLS-ben szerepet játszó (PCNAK164R, REV1, POLη) 
	 6	
gének és a BRCA1 kettősmutáns sejtvonalainak spontán mutációs mintázatát vizsgáltam. 
Bebizonyítottam, hogy míg a PCNA és a POLη nem, addig a REV1 részlegesen hozzájárul a 
BRCA1 hiányában tapasztalt mutációk számának növekedéséhez.  
Eredményeim hozzájárulnak a PCNA és a BRCA1 szabályozó szerepének alaposabb 
megértéséhez, és akár újfajta, személyre szabott daganat terápiás lehetőségek kiinduló pontja 
is lehet. 
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